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摘要 目的 本 研究 主要 是 mir-219 通过 对 TGFBR2 调控 机 制 , 介 导 ENDMT 途径 
缓解 急性 心肌 梗死 的 发 展 。 方 法 qRT-PCR 检测 AMI 患者 及 AMI 小 鼠 血 清 中 
miR-219 的 表达 量 ， 过 microRNA 靶 基 因数 据 库 TargetScan HEIT $e PLU; KRIE 
素 酶 报告 基因 法 及 qRT-PCR 分 析 TGFBR2 与 miR-219 的 调控 机 制 ， 我 们 通过 心 
脏 超 声 心动 图 检测 AMI 小 鼠 心 肌 注 射 miR-219 慢 病毒 4 周 后 的 血 分 数 (LVEF); 
采用 qRT-PCR 检测 心肌 注射 miR-219 慢 病毒 的 AMI 小 鼠 中 Nppa 的 mRNA 的 
表达 量 ;， 通过 Masson's trichrome 染色 法 检测 小 鼠 四 周 后 左 心室 纤维 化 变化 ; 使 
用 a 平滑 肌 肌 动 蛋白 (a-SMA) 对 小 鼠 左 室 切片 进行 免疫 组 化 分 析 ; 通过 Western 
blot 检测 P-smad2、P-smad3 及 TGFBR2 缺 氧 诱导 蛋白 磷酸 化 的 表达 水 平 。 结 果 
miR-219 对 AMI 有 调控 作用 ;miR-219 可 抑制 TGFBR2 ÍJ mRNA 表达 ,而 miR-219 
inhibitor 可 以 抑制 这 种 下 调 效果 , miR-219 对 TGFBR2 具有 抑制 调控 性 ; miR-219 
可 抑制 急性 心肌 梗死 的 进程 ， 促 进 梗死 心肌 功能 的 恢复 ;miR-219 能 促进 AMI 
小 鼠 心 肌 组 织 血管 的 新 生 和 成 熟 , 最 终 心 脏 收缩 能 力 上 升 , 心 功能 恢复 ; miR-219 
能 抑制 TGFBR2 抑制 EndMT 途径 ， 导 致 缓解 AMI 的 病理 进程 。 结 论 miR-219 
能 通过 抑制 TGFBR2 影响 EndMT 途径 ， 心 肌纤维 化 减少 ,促进 血管 的 新 生 和 成 
熟 ， 心 功能 恢复 ， 抑 制 AMI 的 病理 发 展 。 
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Abstract Objective In this study, miR-219 mediated the development of acute 
myocardial infarction through the regulation mechanism of TGFBR2 and the ENDMT 
pathway. Methods the expression of miR-219 in the serum of AMI patients and mice 


was detected by qRT-PCR. The target gene of miR-219 was screened in gene database 


of microRNA. The regulatory mechanism of TGFBR2 and miR-219 was examined by 
luciferase reporter gene and qRT-PCR.The blood scores (LVEF) of AMI mice were 
measured 4 weeks after myocardial injection of miR-219 lentivirus (LVEF) by cardiac 
echocardiography. The mRNA expression of Nppa in AMI mice injected with 
miR-219 lentivirus was detected by qRT-PCR. The changes of left ventricular fibrosis 
in mice were detected by Masson's trichrome staining. Immunohistochemical analysis 
of the left ventricular section of mice was performed using spla-sma. Expression 
levels of p-smad2, p-smad3 and TGFBR2 hypoxia induced protein phosphorylation 
were detected by Western blot. Results miR-219 can regulate AMI. miR-219 inhibited 
the mRNA expression of TGFBR2, while miR-219 inhibitor inhibited the 
down-regulation effect. miR-219 can inhibit the process of acute myocardial 
infarction and promote the recovery of myocardial function of infarction. miR-219 
can promote the angiogenesis and maturity of the myocardial tissue of AMI mice, and 
eventually the cardiac contractility increases and the cardiac function recovers. 
miR-219 can inhibit the inhibition of EndMT pathway by TGFBR2, leading to the 
alleviation of the pathological process of AMI. Conclusion miR-219 can inhibit the 
EndMT pathway by inhibiting TGFBR2, reduce myocardial fibrosis, promote 
angiogenesis and maturity, recover cardiac function and inhibit the pathological 
development of AMI. 
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在 冠 心病 的 诸多 类 型 中 ， 急 性 心肌 梗死 (Acute Myocardial Infarction, AMI) 
是 最 危重 的 类 型 之 一 。 在 冠状 动脉 粥 样 硬化 的 基础 上 ， 不 稳定 的 粥 样 斑 块 溃 破 、 
出 血 、 管 腔 内 血栓 形成 、 冠 状 动脉 的 急性 闭塞 ,导致 部 分 心肌 发 生 持 久 性 缺 血 而 
发 生 的 局 部 坏死 足 。 AMI 发 病 突然 ， 病 情 进 展 迅 速 ， 常 危及 生命 ,死亡 率 高 ， 近 
10 年 来 我 国 居民 患 有 AMI 的 患者 数量 呈 逐 年 上 升 趋 和 内。 心肌 结构 组 织 内 的 胶原 
纤维 异常 积累 ， 而 导致 心肌 内 胶原 的 浓度 明显 升 高 或 是 胶原 容积 分 数 (collagen 
volume fraction，CVF) 增 多 ， 各 种 类 型 的 胶原 排序 混乱 及 比例 失衡 的 现象 叫做 心 
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肌纤维 化 (myocardial fibrosis An ,内 皮 间 充 质 转化 (endothelial-to-mesenchymal 
transition 四 ndMT》 即 内 皮 细 胞 在 促成 纤维 刺激 下 可 获得 成 纤维 细胞 样 表 型 。 许 
多 研究 指出 EndMT 可 引起 冠 心病 、 急 性 心肌 梗死 和 心肌 纤维 化 的 进展 四 。 EndMT 
中 ， 内 皮 细 胞 脱落 于 血管 内 膜 (位 于 细胞 组 织 层 内 )， 同 时 通过 入 侵 皮下 组 织 而 进 
行 细胞 迁移 。 间 叶 细 胞 表 型 是 以 获得 间 叶 细胞 标志 物 如 SMA、N-cadherin， 失 去 


内 皮 细 胞 标志 物 CD31、VE-cadherin。 同 时 ， 
]。 一些 研究 已 经 证 实 EndMT 在 心脏 纤维 化 的 作用 器 。 


1]。 通 过 使 心 


ERZ 5 天 主动 脉 狭窄 所 致 的 压力 超 负 蓓 来 诱导 心脏 纤维 化 。 


],TGF-B 信 号 传导 需要 TGFBR1 和 TGFBR2 
共同 参与 ， 并 且 TGFBRI 需要 TGFBR2 的 参与 才能 激活 并 与 TGF-B 结 合 从 而 进 
一 步 激活 下 游 通 路 ， 引 发 一 系列 纤维 化 效应 。 因 此 ，TGFBR2 在 TGF-B 信 号 通路 
中 具有 重要 作用 巴 。 目 前 已 发 现 多 种 miRNA 与 急性 急性 心肌 梗死 有 关 。 且 有 大 
量 研究 支持 miRNAs 与 冠 心病 发 生发 展 相 关 , 尤其 是 在 急性 急性 心肌 梗死 中 , 无 
论 在 人 还 是 动物 模型 中 的 研究 都 多 次 证 明 这 些 miRNA 可 能 具有 早期 诊断 急性 急 
性 心肌 梗死 的 能 力 ， 并 为 其 治疗 提供 新 的 方向 5 切 。 所 以 本 研究 主要 是 miR-219 
通过 对 TGFBR2 调控 机 制 ， 介 导 ENDMT 途径 缓解 急性 心肌 梗死 的 发 展 可 能 会 
成 为 AMI 诊疗 的 新 方向 。 


2. 方法 
2.1 研究 对 象 


22 细胞 培养 和 转 染 
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2.3 构建 AMI 小 鼠 模型 

雄性 C57/BL6 小 鼠 随 机 分 为 假手 术 组 (12 只 ), AMI 组 (24 只 ), AMI+ miR-219 
组 (24 只 ) 。AMI 组 小 鼠 用 2% 水 合 氯 醛 (100 mg/kg) 腹 腔 注射 麻醉 。 胸 骨 左 缘 第 
2-4 肋 开 胸 ， 识 别 前 降 支 走行 范围 ，7/0 滑 线 结扎 左前 降 支 ， 当 结扎 区 域 关 色 转 为 
苍白 , 心电图 示 波 为 急性 心肌 梗死 表现 时 确认 模型 构建 成 功 。 假 手术 组 小 鼠 开 胸 
但 不 结扎 左 冠状 动脉 。 其 余 步 又 同 AMI 组 。AMI+ miR-219 组 小 鼠 采 用 miR-219 
mimics 慢 病毒 进行 心肌 局 部 注射 。 
2.4 心脏 功能 检测 

术 后 2 周 ，10% 水 合 氧 醛 腹腔 注射 对 小 鼠 进行 麻醉 ， 然 后 心脏 彩超 检查 各 组 
小 鼠 并 记录 左 室 射 血 分 数 (LVEF) 。 
2.5 qRT-PCR 检测 


见 表 2， 反 应 条 件 为 95 CHEE 30s, 95 C, 5s, 60 C, 34s, II 40 X, 
采用 2 人 ct 法 计算 基因 mRNA 的 相对 表达 量 。 


表 2 qRT-PCR 反应 体系 
试剂 体积 
SYBR® Premix Ex Tap TM IT 10 uL 
PCR Forward Primer (10um) 0.8 uL 
PCR Recerse Primer (10um) 0.8 uL 
ROX Reference Dye 0.4 uL 
DNA 模板 2 uL 
灭 菌 蒸馏 水 6 uL 
Total 20 uL 


2.6 Masson's trichrome 染色 

PROIE, AREE XE. RRHH, DET UE PL EU E 3-5um 
薄片 ， 严 格 按照 说 明 书 采用 Masson's trichrome Zt £5 BUCFZRZHA BR AMI 组 小 
鼠 和 AMI+HmiR-219 组 小 鼠 进行 心肌 纤维 化 分 析 。 
2.7 荧光 素 酶 报告 分 析 

构建 TGFBR2 野 生 型 3”-UTR 效 光 素 酶 报告 基因 质粒 pPMIR-wt, 并 以 pMIR-wt 
质粒 为 模板 ， 利 用 PCR 搭桥 法 (overlapping PCR) 构建 其 潜在 结合 位 点 突变 型 
报告 基因 质粒 pMIR-Mut。 将 miR-219 mimics, negative control miRNA mimics 内 
参 海 虹 荧光 素 酶 以 及 pPMIR-wt 和 pMIR-Mut 报告 基因 质粒 共 转 染 进 HAECs 中 ， 
在 细胞 培养 箱 中 培养 36h 后 收取 细胞 液 ， 按 照 双 荧光 素 酶 报告 基因 试剂 盒 
TransDetect Double-Luciferase Reporter Assay Kit 说 明 书 采用 荧光 检测 仪 测定 获 光 
素 酶 活性 。 
2.8 Western Blot 检测 


采用 含 50 mM Tris-HC1 (pH 7.4), 150 mM NaC1, 0.5% 脱 氧 胆 酸 钠 ,0.1% SDS 
和 和 蛋白酶 抑制 剂 及 1 mM 葵 甲 基 磺 酰 氟 的 RIPA 裂解 液 分 离 蛋 白质 。 
SDS-PAGE 凝 胶 进 行 电泳 ， 进 行 电 转 PVDF 膜 后 ， 采 用 5% 脱 脂 奶 粉 封闭 2h 后 ， 
进行 一 抗 P-smad2〔 购 自 CST 公司 ， 货 号 18338T， 比 例 1:1000) ，P-smad3〔〈 购 
B CST 公司 , 货号 9520T, 比例 1:1000), TGFBR2( 购 自 CST 公司 , 货号 794245, 


比例 1:10000 88 8i ,4'C. 过 夜 ;TBST 清 洗 10 min X 3 次 , 摇 床 ;二 抗 采用 HRP-linked 
Antibody 以 1:1000 比例 室温 孵育 2h，TBST 清洗 10 minX3 X, fW ECL E 
光 ， 采 用 Tanon4500 全 自动 化 学 发 光 图 像 分 析 系 统 进行 显影 分 析 . A 
3. ”统计 学 方法 

采用 SPSS 22.0 统计 软件 进行 数据 分 析 ， 计 量 资料 用 〈*ft+ 上 s ) 表示 ， 两 组 
样本 均 数 比较 采用 t 检 验 ，P<<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


4. 结果 
4.1 AMI 患者 及 AMI 小 鼠 血 清 中 miR-219 的 表达 量 
AMI 患者 血清 中 miR-219 的 表达 量 相 比 正常 组 显著 降低 (Fig. 1A) ，AMI 小 鼠 


血清 中 miR-219 表达 量 与 假手 术 小 鼠 相 比 显著 呈现 低 表 达 (Fig. 1B) 。 
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Fig.1 AMI 患者 及 AMI 小 鼠 血 清 中 miR-219 的 表达 量 (A) AMI 患者 组 与 正常 组 
LBP miR-219 的 相对 表达 量 ，(B) AMI 小 鼠 组 与 假手 术 小 鼠 组 血清 中 miR-219 
的 相对 表达 量 
Fig.1 Expression of miR-219 in serum of AMI patients and AMI mice. (A) 


ul 


Relative expression of miR-219 in serum of AMI patients and normal group; (B) 


Relative expression of miR-219 in serum of AMI mice and sham-operated mice 


iE: ** 表示 P<0.01， 差 异 具 有 统计 学 意义 


Note: **, indicating P «0.01, the difference is statistically significant 


42 靶 基 因 TGFBR2 与 miR-219 的 调控 作用 


我 们 通过 microRNA 和 靶 基 因数 据 库 TargetScan 进行 筛选 预测 ， 确 定 miR-219 
的 潜在 靶 基 因为 TGFBR2 (Fig.2A) 。 同 时 ， 构 建 TGFBR2 野生 型 3'-UTR 荧光 


素 酶 报告 基因 质粒 pMIR-WT 及 突变 型 报告 基因 质粒 pPMIR-Mut。 将 miRNA-219 


mimics, negative control miRNA mimics 以 及 pMIR-WT 和 pMIR-Mut 报告 基因 质 
粒 共 转 染 进 HAECSs 细胞 中 , 双 欧 光 素 酶 检测 结果 显示 ,miRNA-219 mimics 可 明 
显 抑制 pMIR-WT 质粒 获 光 素 酶 活性 ;而 对 pMIR-Mut 获 光 素 酶 活性 无 明显 影响 
(Fig.2B)。 该 结果 显示 miR-219 可 结合 TGFBR2 的 3'-UTR 并 抑制 TGFBR2 的 表 
达 。 然 后 我 们 通过 qRT-PCR 检测 了 NC 对 照 组 ,miR-219 mimics 转 染 组 和 miR-219 
inhibitor 转 染 组 中 TGFBR2 的 mRNA 表达 水 平 ， 发 现 miR-219 mimics £28 P 
TGFBR2 的 mRNA 相 比 NC 对 照 组 显著 呈现 低 表 达 , 而 miR-219 inhibitor 转 染 组 


中 TGFBR2 的 mRNA 显著 呈现 高 表达 (Fig. 2C) 。 
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Fig.2 464] TGFBR2 与 miR-219 的 调控 作用 (A) 通过 TargetScan 预测 miR-219 
WEEER; (B) 双 荧光 素 酶 检测 结果 ; (C) qRT-PCR 检测 各 组 TGFBR2 的 mRNA 
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相对 表达 量 Fig.2 Regulation of target gene TGFBR2 and miR-219 (A) Predicted 
miR-219 potential target gene by TargetScan; (B) The result of dual luciferase 
reporter gene assay; (C) qRT-PCR result of TGFBR2 mRNA relative expression in 
each groups 

ik: **, 表示 P<0.01， 差 异 具有 统计 学 意义 


Note: **, indicating P <0.01, the difference is statistically significant 


4.3 miR-219 对 AMI 小 鼠 心 脏 纤维 化 的 影响 

我 们 推测 miR-219 会 对 AMI 心 功能 有 一 定 影响 , 我 们 通过 对 AMI 小 鼠 心肌 
注射 miR-219 慢 病毒 ， 在 4 周 后 通过 心脏 超声 心动 图 检测 ， 心 肌 注射 miR-219 
慢 病 毒 的 AMI 小 鼠 比 AMI 小 鼠 的 左 心室 射 血 分 数 (LVEF) 和 恶化 程度 更 轻微 (Fig. 
3A)。 通 过 qRT-PCR 检测 心肌 注射 miR-219 慢 病毒 的 AMI 小 鼠 中 Nppa 的 mRNA 
的 表达 量 也 显著 低 于 AMI 小 鼠 (Fig. 3B) 。 上 述 结果 显示 miR-219 可 抑制 Nppa 
的 mRNA 的 表达 导致 抑制 AMI 的 进程 。 我 们 采用 Masson's trichrome 染色 法 检 
测 分 析 小 鼠 4 周 后 左 心室 纤维 化 变化 ,我 们 发 现 心肌 注射 miR-219 慢 病毒 后 AMI 
小 鼠 比 AMI 小 鼠 的 左 心室 纤维 化 明显 减少 ， 急 性 心肌 梗死 程度 呈现 恢复 (Fig. 
3C) 。 
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Fig.3 miR-219 对 AMI 小 鼠 心 脏 纤维 化 的 影响 (A) 心 及 超声 心动 图 检测 小 鼠 左 
心室 射 血 分 数 (LVEF) 恶化 程度 ; (B) qRT-PCR 检测 Nppa mRNA 的 相对 表达 量 ; 


(C) 采用 Masson's trichrome 染色 法 检测 分 析 小 鼠 左 心室 纤维 化 变化 

Fig.3 Effect of miR-219 on cardiac fibrosis in AMI mice (A) The degree of left 
ventricular ejection fraction (LVEF) deterioration in mice detected by cardiac 
echocardiography; (B) Nppa mRNA relative expression detected by qRT-PCR; 
(C) Detected the left ventricular fibrosis in mice by Masson's trichrome staining 
Hk: **, 表示 P<0.01， 差 异 具 有 统计 学 意义 


Note: **, indicating P «0.01, the difference is statistically significant 


4.4 AMI / RIRA P miR-219 的 调控 机 制 

我 们 检测 各 处 理 组 小 鼠 的 心脏 中 血管 新 生 的 情况 ， 使 用 a 平滑 肌 肌 动 蛋 白 抗 
体 (a-SMA) 对 小 鼠 左 室 切片 进行 免疫 组 化 分 析 ， 我 们 发 现 miR-219 过 表达 的 
AMI 小 鼠 的 心脏 中 w-SMA 被 覆盖 阳性 的 小 血管 密度 远 远大 于 AMI 小 鼠 〈Fig. 
4) 。 


Fig.4w-SMA 在 各 处 理 组 小 鼠 左 室 切 片 的 免疫 组 化 结果 
Fig.4 Immunohistochemical results of a-SMA in left ventricular sections of mice 


in each treatment group 
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4.5 miR-219 调控 TGFBR2 影响 EndMT 途径 调节 P-smad2 及 P-smad3 


3。 因 此 本 研究 中 我 们 通过 


Western blot 对 其 进行 检测 ， 我 们 发 现 P-smad2、P-smad3 及 TGFBR2 缺 氧 诱导 和 蛋 
白 磷 酸化 的 表达 水 平 显著 高 于 正常 组 ,而 miR-219 处 理 组 抑制 了 该 效果 ， 缺 氧 诱 
导 和 蛋白 磷酸 化 的 表达 水 平 显著 低 于 前 者 ， 但 是 在 miR-219+TGFBR2 处 理 组 中 回 
补 该 抑制 效果 ， 有 蛋白 磷酸 化 的 表达 水 平 显著 上 升 。 结 果 提 示 ，miR-219 能 抑制 
TGFBR2 抑制 EndMT 途径 ， 导 致 缓解 AMI 的 病理 进程 ， 有 抑制 效果 。 
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Fig.5 Expression levels of P-smad2, P-smad3 and TGFBR2 in each group detected by 


Western Blot 


5. 讨论 

急性 心肌 梗死 (acute myocardial infarction AMD 是 指 冠 脉 血 流量 因 动 脉 粥 
样 硬化 等 因素 突然 减少 ， 血 流 受阻 ,使 供应 区 域 的 心肌 细胞 无 法 得 到 养 供 ， 而 后 
发 生 心肌 损伤 ， 随 着 范围 不 断 扩大 ， 进 而 影响 心脏 泵 血 功能 ， 以 致 威胁 生命 。 


发 现 多 种 MIRNA 在 急性 心肌 梗死 患者 血液 和 血浆 中 发 生 改变 ， 如 miR-1、 
miR-133a，miR-208b，miR-499，miR-328 等 ， 提 示 循 环 miRNA 在 AMI 早期 诊 
断 中 具有 价值 (3, 均 。MicroRNAs 是 一 种 非 编 码 小 分 子 RNA， 由 内 源 基 因 编 码 ， 
长 度 约 为 18-22 ZER, RAAK 30% 左 右 的 基因 。 它 通过 与 3 端 非 翻 译 
区 不 完全 碱 基 配 对 来 调控 转录 后 基因 的 表达 ， 在 病理 和 生理 状态 下 发 挥 重要 作 
用 。 它 们 不 但 被 基因 内 含 子 编码 而 且 有 时 候 通 过 特定 基因 编码 。miRNASs 可 经 抑 
制 转 录 或 者 持 抗 相应 的 mRNA 调控 特定 蛋白 的 表达 。 由 于 miRNA A £4 ERISE 
点 ， 因 此 可 能 有 多 种 不 同 的 功能 。miRNAs 已 被 证 实在 几乎 所 有 生物 学 进展 过 程 
中 都 有 参与 并 调控 基因 的 表达 , 包括 细胞 增殖 , 血管 生成 , 细胞 凋 亡 , 细胞 分 化 ， 
言 号 传导 以 及 应 激 反 应 等 (19。miR-219 与 人 体 多 种 病理 生理 过 程 具有 相关 性 。 
miR-219 可 调节 并 维持 人 体 的 昼夜 节律 (71, 参与 阿尔 兹 海 默 症 131、 精神 分 裂 症 19] 
等 多 种 神经 疾病 的 发 生发 展 过 程 。 但 目前 针对 于 miR-219 在 AMI 发 生发 展 过 程 
中 的 调节 作用 尚 无 研究 。 本 课题 通过 qRT-PCR 检测 发 现 ，AMI 患者 血清 中 
miR-219 的 表达 量 低 于 健康 正常 组 ; 且 在 构建 的 AMI 小 鼠 模 型 血清 中 miR-219 
表达 量 亦 低 于 假手 术 组 小 鼠 。 上 述 结 果 提示 miR-219 可 能 和 AMI 有 相关 的 调控 
KRR, X AMI 的 发 展 具有 一 定 的 影响 ， 针 对 这 一 点 需要 我 们 进一步 的 研究 。 
此 ， 我 们 还 检测 各 处 理 组 小 鼠 心 脏 中 血管 新 生 情 况 ， 使 用 a 平滑 肌 肌 动 蛋 白 
(a-SMA) 对 小 鼠 左 室 切片 进行 免疫 组 化 分 析 ， 发 现 miR-219 过 表达 的 AMI 小 
鼠 的 心脏 中 a-SMA 被 覆盖 阳性 的 小 血管 密度 远 远 大 于 AMI 小 鼠 , 上 述 结果 表明 ， 
miR-219 在 AMI 发 生发 展 过 程 中 具有 调节 作用 ， 可 促进 AMI 小 鼠 心 肌 组 织 血管 
的 新 生 和 成 熟 ， 提 高 心脏 收缩 能 力 ， 有 助 于 心 功能 恢复 。 
TGF-BJé TGF 超 家 族 成 员 之 一 ， 其 他 成 员 还 包括 骨 形 成 蛋白 和 活化 素 。 它 
们 在 维持 组 织 稳 态 和 修复 中 起 到 重要 作用 ， 同 时 也 出 现在 一 些 肿 瘤 、 血 管 疾病 和 
纤维 化 疾病 中 .TGF-B 介 导 的 EndMT 的 分 子 机 制 涉及 转录 因子 Snail 家 族 的 转录 、 
KIAL, TGFBR2 是 TGF-BI 型 受 体 ， 其 胞 内 含 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激 酶 结构 域 ， 在 
肝脏 和 肾 小 球 中 密度 最 高 。 TGF-B 必 须 通 过 与 细胞 膜 上 包括 TGFBR2 在 内 的 特异 
性 受 体 结合 ， 才 能 发 挥 生物 学 作用 RYI。 目 前 研究 已 证 实 TGFBR2 基因 突变 与 马 
方 综合 征 (Marfan syndrome) ，Loeys Deitz 主动 脉 瘤 综 合 征 和 Osler Weber Rendu 
综合 征 等 有 关 PR1, 沁 ,但 针对 TGFBR2 基因 在 AMI 中 的 功能 研究 尚 缺乏 。 本 研究 


chinaXiv:201812.00149v1 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


EndMT 是 内 皮 细胞 经 某 种 特定 程序 转变 为 拥有 间 质 表 型 特性 的 细胞 的 过 
程 。 有 研究 显示 ， 血 管内 膜 层 原 位 的 内 皮 细 胞 也 可 从 血管 内 膜 层 中 分 离 出 来 , XE 
移 到 其 下 组 织 中 ， 转 化 为 间 充 质 细 胞 或 平滑 肌 样 细胞 ， 这 一 过 程 称 为 EndMT。 
在 EndMT 过 程 中 ， 内 皮 细 胞 从 血管 内 膜 层 脱离 ， 迁 移 到 内 膜 下 层 组 织 。 内 皮 细 
胞 逐渐 丢失 其 标志 蛋白 ， 如 血小板 内 皮 细 胞 条 附 分 子 CD31)、 血 管内 皮 钙 黏 蛋 
白 ， 形 成 细 长 状 间 充 质 样 细胞 ， 获 得 间 充 质 细 胞 标志 蛋白 ， 如 ou-SMA、 神 经 钙 黏 
蛋白 。EndMT 在 心血 管 发 生 过 程 中 起 重要 作用 [3, 约 。 内 皮 细 胞 经 EndMT 转化 为 
间 充 质心 内 膜 执 细 胞 , 这 一 过 程 同样 出 现在 主动 脉 及 下 面 各 级 动静 脉 的 发 生 及 成 
就 过 程 。TGF-B 可 以 诱导 EndMTU5?9), ff Smad 依赖 性 途径 ，TG BR2-ALK5、 
磷酸 化 Smad2、Smad3 参与 其 中 。 磷 酸化 Smad 以 及 Smad4 转 入 核 内 。Snail 家 
族 也 参与 其 中 。 在 鼠 的 胚胎 干细胞 分 化 的 内 皮 细 胞 中 ，TGF-B 通 过 激活 Smad, 
MEK、p38 MAPK 并 抑制 Snail 1 来 参与 EndMTR7。 本 研究 中 ,我们 通过 Western 
blot 对 其 进行 检测 ， 我 们 发 现 P-smad2、P-smad3 及 TGFBR2 缺 氧 诱导 蛋白 磷酸 
化 的 表达 水 平 显著 高 于 正常 组 , 而 miR-219 处 理 组 抑制 了 该 效果 , 缺 氧 诱导 蛋白 
磷酸 化 的 表达 水 平 显 著 低 于 前 者 ， 但 是 在 miR-219+TGFBR2 处 理 组 中 回 补 该 抑 
制 效果 ， 有 蛋白 磷酸 化 的 表达 水 平 显著 上 升 。 上 述 结果 提示 ，miR-219 能 抑制 
TGFBR2 抑制 EndMT 途径 ， 导 致 缓解 AMI 的 病理 进程 ， 有 抑制 作用 。 

大 量 研究 表明 , 心肌 纤维 化 是 多 种 疾病 如 心力 衰竭 、 高 血压 和 心肌 梗死 等 心 

管 疾病 的 一 种 基础 病变 , 纤维 化 被 定义 为 不 同 组 织 的 过 度 增 殖 、 硬 化 或 者 闻 痕 

组 织 的 形成 ， 同 时 纤维 化 促进 细胞 外 基质 过 多 堆积 。 尽 管 EndMT 出 现 于 先天 性 


条 件 ， 但 它 同样 涉及 到 各 种 后 天 性 的 生理 状态 如 已 被 广泛 研究 的 纤维 化 。 最 近 ， 
内 皮 细 胞 已 作为 成 纤维 细胞 通过 EndMT 的 另 一 来 源 。Zeisberg 和 他 的 同事 揭示 
在 心脏 纤维 化 中 接近 27-35% 的 成 纤维 细胞 是 来 自 通过 共 表 达 CD31, FSP-1 的 内 
皮 细 胞 .在 体外 已 被 证 实 为 EndMT 抑制 剂 的 BMP-7 可 以 改善 两 种 不 同心 脏 病 模 
型 的 大 鼠 的 心脏 纤维 化 ， 而 且 这 些 结果 提示 心脏 纤维 化 与 EndMT 密切 相关 。 本 
研究 中 我 们 通过 对 AMI 小 鼠 心 肌 注 射 miR-219 慢 病 毒 ， 在 4 周 后 通过 心脏 超声 
心动 图 检测 , 心肌 注射 miR-219 慢 病 毒 的 AMI 小 鼠 比 AMI 小 鼠 的 左 心室 射 血 分 
数 VEF) 恶化 程度 更 轻微 。 同 时 ， 通 过 qRT-PCR 检测 心肌 注射 miR-219 慢 病 
毒 的 AMI 小 鼠 中 Nppa 的 mRNA 的 表达 量 也 显著 低 于 AMI 小 鼠 。 然 后 我 们 采 
用 Masson's trichrome 染色 法 检测 分 析 小 鼠 4 周 后 左 心室 纤维 化 变化 ， 我 们 发 现 
心肌 注射 miR-219 慢 病 毒 后 AMI 小 鼠 比 AMI 小 鼠 的 左 心室 纤维 化 明显 减少 , 急 
性 心肌 梗死 程度 呈现 恢复 。 上 述 结果 显示 miR-219 可 抑制 Nppa 的 mRNA 的 表 
达 导 致 抑制 AMI 的 进程 ， 促 进 梗死 心肌 功能 的 恢复 。 

综 上 所 述 ，miR-219 能 抑制 TGFBR2 抑 制 EndMT 途 径 ， 导 致 抑制 AMI 的 病理 
进程 ， 促 进 梗死 心肌 功能 的 恢复 ， 使 AMI 小 鼠 心肌 组 织 血 管 的 新 生 和 成 熟 ， 最 终 
心脏 收缩 能 力 上 升 ， 心 功能 恢复 。 因 此 ，mir-219 下 调 TGFBR2 抑 制 ENDMT 途 径 
抑制 急性 心肌 梗死 为 AMI 的 治疗 与 针对 于 提供 了 新 训 点 。 
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